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1 ALTALAXOS BEVEZETES

A molekularis bioldgia az utdbbi években érte el azt
a szintet, hogy a ndovények genetikal manipuldciéja terén
megszillethettek az elsd, még csak alapkutatdsi szempontbdl
érdekes eredmények. Ezt a fejlddést jelentds részben az

Agrobacterium tumefaciens 2ltal okozott novényi tumorokrdl

szerzett ismeretek tettéi lehetdévé. Az agrobakterium sajat
génjeit képes beililtetni a ndvényi genomba, és ezek - mikd-
dése vezet a tumor kialakuldsdhoz. A tumorfejlddés geneti-
kai-fizioldgiai hatterénex, az agrobaktérium onkogének
hatdsmechanizmusdnak felderitése részben az agrobaktériumok-
rél, részben a névényi test szervezdédésérdl, a novényi sej-
tex differenciildéddsardél nyujthat alapvetd informdcidkat.
Lideriilt, hogy az agrobalirtériumok génatviteli rendszere

”

felhasznélhaté arra, hogy tetszdleges géneket és DIS szek-
vencizkat juttassanak be ntvényekbe. A novényi sejt totipo-
tens, de az eltérd funkcidju novényi szdvetek sejtjeiben a
genomi@Kmds-més, meghatirozott része aktiv. A szivet-, fej-

16dés- és ingerspecifikus génexpresszidért a Dl'S-en megha-

n

tarozott szabilyozd bizisszekvencifi felellsek. l{4r most,
amikor a ncvényekbe génbevitelre még a Ti-plazmidok a leg-
alicalmasabbakz, tig persvextivak nyilnak a ndvények irdnyi-
tott genetikai Atalakitésa terén. Zlérhetd lesz, hogy a
tetszdleges gén -~ it a ntvényekbe beliltetnex - meghata-
rozott szcvetben, meghatirozott fejldédési &llanotban, vagy
meghatiarozott hatdsra axztivdlddjon. L nivényex sajidt génje-

-,

inek Ztprogramozisa felé is ezen &z uton kell haladni.



2 CLLKITUZES

A novényi sejtgenetika vizsgdlati alanya a novényi
sejt, amely totipotens, genetikailag egyenértékii a teljes
névénnyel. Az agrobaktérium képes az izoldlt novényi sej-
teket is transzformdlni, vagyis a génjeit a genomba bejut-
tatni. Az egysejtes rendszer eldnye, hogy nagyszamu nové-
nyi sejt tenyészthetd egylitt az agrobaktériumokkal kontrol-
141t kOrilmények kdzott és nagyszamu fiiggetlen transzfor-
mdlt sejt keletkezik egyidejiileg, tehdt tanulmdnyozhatdk
az egyedi transzformdcids események.

A célunk az volt, hogy létrehozzunk egy jol jellemzett

egysejtes transzformdcids rendszert a Nicotiana plumbagini-

folia novényfajban, amely egyike a molekuldris bioldgia

modell vizsgilati alanyainak.



5 IRODALMI ATTEKINTLS
Az robacterium tumefaciens egy szaprofita talajbak-
térium. Lgyes torzsei azonban a gyskérnyakgolyva kérokozdi
/Smith és Townsend, 1907/. A baktérium sebzési helyeken

témad és nyitvatermd, val

ganatot /1. &dbra/, vagy t

ami

t kétszikii novényeken okoz da-

eratémdt /De Cleene és Deley, 1976/.

LBA 4013

,

1. Abra: Agrobacterium tumefaciens /LBA 4013 és A281
torzsek/ 4ltal okozott tumorok Nicotiana
plumbaginifolia ncvényen

A kérokozé torzsek virulenc idjdért extrakromoszdémalis elem
az un. tumorindukald-plazmid /Ti-plazmid/ felelds /Van
Larebeze et al., 1975/. A tumoros transzformidcid sorin a



Ti-plazmid egy szegmentje bejut a novényi sejtbe és in-
tegrdlddik a genomba. Ez a T-DNS /Chilton et al., 1977,
1980; Schell et al., 1979; Lemmers et al., 1980/. A T-DNS=-
en elhelyezkedd gének aktivitdsa vezet a tumor kifejlddé-
séhez.,

A tumorszovet, eltérden a legtobb normdl novényi szo-
vettdl, hormonautotrdéf, in vitro nem igényel auxint és ci-
tokinint /Braun és White, 1943/. Tovdbbd, olyan kismole-
kxuldju vegylileteket szintetizdl, amelyek normdl novényi
szovetekben nem fordulnak eld, és amelyeket csak az adott
tumort kivaltd agrobaktérium torzs képes félhaszndlni, mint
kizardlagos szén- és nitrogénforrdst. Ezek az un. opinok
tehdt fontos elemei a parazitizmus e specidlis formdjdnak;
a genetikai kolonizécidnak /Schell et al., 1979/. Az agro-
baktérium tirzsek, illetve a Ti-plazmidok csoportositésa
lehetséges éppen az opinok alapjédn /Tempé és Petit, 1983/.

Az oktopin-tipusu Ti-plazmidok szervezddése jél is-
mert /2. dbra/. A T-régidbdl szdrmazik a T-DNS, amely a no-
vényi genomba integrdlddik. A virulencia régidban vannak
azox a gének, amelyek a T-DNS bejuttatdsdért és integrald-
ddsdért feleldsek., Ugyancsak a Ti-plazmidon helyezkednek
el a2z opinok hasznositdsdért felelds gének /Holsters et
8ls; 1982/. A T-régidé DNS szekvencidja ismert /Gielen et
al., 1984/ és ennek alapjin hdrom szegmentre oszthatd:
TL-, TC- és TR-régidk /Barker et al., 1983/. A nocvényi
sejtbe bizonyitottan csak a TL- és TR-régid épll be

Thomashow et al.,, 1980/, Mindkett8t mindkét oldalon egy
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2. Abra: Az oktopin-tipusu Ti-plazmidok T-régiéjanak fizikai térképe /a/;
FeoRI restrikcids endonukledz hasitdéhelyek a T-régidban. A T-régid
funkcionalis szervezddése [/b/. A, B, C és D: 25 bazispar hosszu-
sagu konzervativ szekvenciak, amelyek a T-régidkat hatdroljak.

A nyilak a tumorspecifikus messenger RNS-eket jeldlik a transz-

kripcio iranyaval.



erdésen konzervativ 25 bazispdr hosszusdgu DNS szekvencia
hatdirolja, de a T-régidkban tobb olyan szekvencia is van,
amely részlegesen homoldg a hatdrszekvencidkkal és helyet-
tesitheti azokat.

A TL-DNS=-rdl a novényi sejtben nyolc messenger RNS
irédik &t /2. dbra/, ebbdl négynek megfeleld gént azonosi-
tottak /Leemans et al., 1982/. A 3-as az oktopin szintéz
gén /Schrider et al., 1981/. Az oktopin szintdz katalizdlja
a tumorszdvetben az egyik opin, az oktopin szintézisét
/Ctten és Schilperoort, 1979/. A 4-es gén a citokinin nové-
nyi hormoncsoport bioszintézisének elsd 1lépését katalizdléd
enzimet kdédolja. A 4-es gén tehdt citokinin tultermelésért
és a gydkérfejlddés gdtldsdért felelds /Akiyoshi et al., 1984/.
Az l-es és 2-es gének termékei triptofdnbdl az indol-3-ecet-
sav ndévényi hormont szintetizaljik, igy auxin tultermelésért
€s a hajtésfejllédés gatlasdért feleldsek /Schrider et al.,
1984/. Az l-es, 2-es gének, illetve a 4-es gén feleldsek a
hormonautotrdf novekedésért., A TR-DNS-rdl ot mRNS irddik &t
/2. Z2bra/, amelyekbdl hdromhoz sikeriilt funkcidt rendelni
transzpozon inszercids mutagenezissel. A hdrom gén opinok,
tibbek k5zétt a mannopin és agropin bioszintézisétirdnyit-
ja /Z1lis et al., 1984/. A 2tes gén gliikézt konjugdl gluta-
minnal, illetve glutaminsavval, az 1l’-es gén a konjugatumokat
redukdl ja mannopinnd, illetve mannopinsavvéd, mig a 0’-s gén a
mannopint ciklizdlja agropinnd. Usszefoglalva tehdt, az ok-
topin-tipusu agrobaktérium térzsek 4ltal kivaltott tumor

hormonautotrdf és mivel a hajtis- és gyckérfejlddés gatolt,



organizalatlan kalluszként né szovettenyészetben., FS opin-

Jal az oktopin, mannopin és agropin. A hormonautotréfia és

az oktopin szintdz a TL-DIS jelenlétére utal, a mannopin és
az agropin a TR-DNS markerei,

A novényeken kifejlodd tumorszivetben dltaldban megta-
ldlhatd az Usszes tumormarker /Dahl és Tempé, 1983%/. Ezzel
szemben a szivettenyészetben tartott, kldénozott, vagy kldno-
zatlan tumorszdvetben dltaldban nincs agropin és mannopin.
Ennek megfelelden az eddig vizsgdlt tumorszovetek koziil
csak kevésben taldltak Ti-DNS-t /liester et al., 1984/.

A tumormarkerelr kifejezédésében még nagyobb vidltozatossig
mutatkoziik az egysejtes transzformdcids rendszerben, ahol
novényi sejteket tenyésztenek egylitt agrobaktériumokkal,
majd a transzforménsokat hormonmentes tédptalajon szelektil-

jdk /lidrton et al., 1979/. Az igy kapott Nicotiana tabacum

sejtvonalak x6z6tt volt hormonautotréf organizdlatlan kal-
lusz és hormonautotrdf hajtdsteratdéma /gyckérfejlédés gi-
tolt/. lindkettd lehetett oktopin szintdz pozitiv vagy ne-
gativ /Mdrton et al., 1979; Wullems et al., 198la/.

Az egysejtes transzformdcids rendszerek névényi eleme
a protoplaszt, a sejtfaldtdl enzimatikus uton megfosztott
novényi sejt. A protoplaszt ozmotikusan stabilizalt koril-
mények kozott, szintetikus tidptalajon sejtfalat regeneril
és osztédik. A tdptalaj Zsvidnyl sdékat, vitaminokat, cukrot

és névényi hormonokat tartalmaz. A legtdbb novény, kéztik

a Nicotiana plumbaginifolia protoplasztjai regenericidjshoz

és osztdddsihoz két tipusu hormonra, auxinra és citokininre



van szilikség, Végsd soron a két hormon egylittes hatdsa sziik-
séges a sejtciklus normdlis lefolydsdhoz /Naylor et al.,
1954/. Sziévetszinten a magas citokinin /auxin ardny a hajtés
regeneracidnak, mig az alacsony a gyckérfejldédésnek kedvez
/Skoog és Miller, 1957/.

A protoplasztok a regeneridcid kiilonbozé stddiumaiban

nem egyformdn fogékonyak a transzformdcidra. A N. tabacum

protoplasztokat az izoldlds utan 3 nappal, amikor mdr ren-
delieztek uj sejtfallal és éppen osztddds eldtt alltak,
lehetett a legnagyobb gyakorisiggal transzformdlni /Marton

et al., 1979/. A hormonoknak hatdsa van a sejtciklus ala-
kuldsdra, feltehetden tehdt a transzformdcidé irdnti fogékony-
sdgra is. Szintetikus és természetes auxinok és citokininek
tunorfejlédésére gyakorolt hatdsat vizsgilva /pl. izolalt

zerveken/ eddig csak vagy nem specifikus, vagy paradox ha-

O]

tdsokat észleltek /Bouckaert-Urban and Vendrig 1981; Hrouda
et al., 1983/. Ennek oka az lehetett, hogy komplex volt a
vizsgdlati cbjektum. Az egysejtes transzformécids rendszer

joval egyszeriibb és a korilmények jobban kontrolldlhatdk.
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4 ANYAGOX LS MODSZEREK

4,1 Baktérium torzsek és fonntartiasuk

l. Tabldzat: A kisérletekhez hasznidlt baktérium torzsek

Torzs Plazmid Jellemzdk Hivatkozas

Agrobacterium tumefaciens

Ach5® pTi Ach5 Oktopin szintdz, Tempé és Petit /1983/
agropin €s manno-
pin a tumorban

LBA 40132 pAL 102 A pTi Ach5 pont- Klapwijk et al. /1980/
mutinsa /Konstitu-

tiv »nlazmidtransz-

fer/

LBA 4011% - Avirulens. Nines Klapwijk et al. /1980/
Ti-plazmidja.

A281b pTi Bo542 Agropin és manno- Guyon et al. /1380/

pin 2 tumorban.

Escherichia coli®

HB 101 pGV0120 A pTi AchS5 BamEI De Vos et al., /1981/
fragment No.2 £16-
nozva pBR 322 plaz-
midban

HB 101 pGV0153 A pTi Ach5 BamH#I De Vos et al. /1981/
fragment No.3 zlé-
nozva pBR 322 plaz-

idban

HB 101 pGV0201 A pTi AchS5 HindIII De Vos et al./1981/
fragment No.l x1¢-

B

nozva pBR 322 plaz-
midban

@3.A. Schilperoort /Leiden,Zollandia/; °M.-D. Chilton /St.
; —" s I s B i
Louis, USA/; M. Van ilontagu /Gert, Belgium/



Az E. coli tirzseket 37 °C-on neveltiik LB tdptalajon /1 dm -
ben 10 g Bacto Tryptone, 5 g Bacto Yeast Extract, 10 g NaCl,
15 g Bacto Agar; pH=7.2; Miller, 1972/ 100 mg dm™> ampicil-

lin jelenlétében /De Vos et al., 1981/. Az Agrobacterium

tumefaciens térzseket 27 °C-on neveltiik YTG tdptalajon

Fi dm3-ben 10 g Bacto Tryptone, 1 g Bacto Yeast Extract,

1l g naCl, 10 g glukdéz, 1 mmol CaClz, 1 mmol MgSO4; pH=T7.2;
Mdrton, 1984/. A transzformdcidhoz a baktériumokat YTG tdp-
levesben neveltiik, majd centrifugdldssal /4000 x g, 10 perc/
Usszegylijtottik és protoplaszt tdptalajban /ldsd késdbb/

szuszpenddltuk.
4.2 1ovények nevelése és szivettenyésztés

A diploid /2n=2X=20/ és a portokkulturdbdél nyert hap-

loid /n=X=10/ Nicotiana plumbaginifolia ntvényeket steril

hajtdskulturdban tartottuk fonn /Sidorov és Maliga, 1982/.
A taptalaj 1M sékat /FUGGELLK/ és szahardzt tartalmazott.

A szovettenyészetek tdptalajit /RMOP/ kiegészitettik
100 mg dm™> m-inozittal és 1,0 mg dm~> tiamin hidroklorid-
dal, valamint literenként 0,1l mg l-naftil-ecetsavval /NAA/
é€s 1.0 mg 6-benzil-adeninnel. A termosztidtszobdban 27 °C-on
napi 16 draig 800 lux megvildgitast kaptak.

Csirdztatds eldtt, a magokat 70 %-os etanollal /1 perc/
és husszorosra higitott hdztartdsi Hypoval /nédtrium-hipoklo-
rit, 3 perc/ sterilizdltuk, majd desztilldlt vizzel alapo-

5

san mostuk. A magokat steril sziirépapiron 0,5 mg cm -~ gib-



B
berellinsav jelenlétében csirdztattuk.
A csirandvényeket elvdgva RMOP tédrtalajon kalluszosi-

tottuko

4.3 Protoplaszt izoldlds és tenyésztés /Nagy és

Maliga, 1976/

Nicotiana plumbaginifolia leveleket 0,4 M szahardzt tar-

talmazé Xz /0,4 1SzKz/ oldatban /FUGGELEL/ inkubiltuk egy éj-
szakan 4% 2 j»~os Celluldz 2-10 és 0,5 :: macerozym R-10 en-
zimekkel /Yakult/. Az enzimoldatot nitrocelluléz filteren
/0,45 um pdérusu, Gelman Sciences, Inc./ sziirve sterilizidltuk,
Az emésztetlen részeket 63 um-es nylon sziirén sziirtik ki,
majd a protoplaszt szuszpenzidt 3 percig centrifugdltuk
/80Xg/. A flotdlt protoplasztokat friss 0,4 MSziz oldatban
szuszpendaltuk és ujra centrifugdltuk. Ezt a 1lépést 2-szer
ismételtilk, A tisztitott protoplasztokat a megfeleldé hormon-
Osszetételll tdpoldatban szuszpenddltuk. Egy napig sctétben

tartottuz, majd fényre helyeztik.

4.4 Transzformécié egylittenyésztéssel /ldrton,

1984/

Levél protoplasztokat izolaltunk hormonmentes 0,4 I-‘lSzI{3

-3 ’
tdpoldatban, majd lO5 cm ° denzitdsban szuszpenddltuk meg-
feleld hormontartalmu friss tdptalajban. Frissen nevelt ag-

robaktériumokat adtunk a szuszpenzidhoz /lO8 cm-B/. A te-



nyészeteket 38 d6raig tartottuk sotétben. Az inkubdcids idd
végére a sejtek Osszecsapédtak. Az Csszecsapdéddst, amit a
baktériumok dltal termelt celluldzszdlak okoztak, celluliz
kezeléssel /2 h/ sziintettilk meg; 0,5 % celluldzt adtunk fil=-
tersterilizdlt tdrzsoldatbél. A baktériumok tobbségét mosas-
sal tévolitottuk el. A WS oldat /1 dm’-ben 9.0 g NaCl, 18.4 g
CaCl,®2H,0, O.4 g KC1, 1.0 g glukéz; pH=5.8; Menczel et al.,
1981/ a 0,4 HSzK3 tdptalajjal izozmotikus, de jéval kisebb
siiriiségiie A 0,4 MSzK3 oldatot W5 oldattal higitva 5-s2z0rcs-
re elérhetd, hogy a novényi sejtek ililepedjenek. W5 oldattal
a mosast kétszer ismételtiik, Az igy tisztitott ncvényi sej-
teicet 4x10% cm™” denzitdsban szuszpenddltuk friss tdptalaj-
ban. Az agrobaktériumok ujraszaporoddsiat antibiotikumokkal
gétoltuk /venkomicin és ampicillin 200-200 mg dm—> koncent-
rédcidban/. Hirom - ot nap mulva a sejtek 60-80 S-a osztd-
dott. Egy hét mulva kétszeres mennyiségii friss tdpoldattal
higitottuk a tenyészetet. Xét - hiarom hét alatt 60-100 sej-
tes k0ldénidkkd fejlddtek.

A koldnidkat ismételt moséds utdn hormonmentes tdpoldat-
ba tettilice A tapoldatot hetente frissre cseréltikk, koézben
a cwziorkoncentricidét lépcsdézetesen csikkentettilk /0,3 W,
majd 0,2 11/, hogy megkiozelitsilk a szélesztéshez haszndlt RM
tdptala]j ozmolaritdsidt. A koldniskat végiil 0,7 % agarral szi-
larditott hormonmentes 31 tdptalajba szélesztettiik, kb.
300 cm™° denzitésban. Hat hét utdn a névelkvd koldnidkat

friss taptalajra tettik és mint kldnokat tartottuk fonn.



-
4,5 Tumorinduwicidé steril nivényeken

A steril kulturdban tartott ndvények hajtdsdnak tete-
jét, ott, ahol még fiatal, levagtuk. & vdgott feliiletre ag-
robaktérium szuszpenzidét cseppentettiink. Hirom-négy hét mul-
va a kifejlddott tumorszivetet /1. dbra: 5-15 mm @/ levd-
lasztottul és antibiotilum tartalmu /Larbenicillin 500 mg dm™>,

vankomicin 200 mg dm‘s/ hormonmentes I taptalajon neveltiink

mindaddig, mig baktériummertessé valt.

4.6 Opinok kimutatdsa

4.6.1 Oktopin szintdz aktivitds kimutatdsa

Otten és Schilperoort /1979/ szerint kb. 50 mg szdvetet

egyenldé térfogatu extrakcidés pufferben O °C-on homogenizdl-

(O

tunic 1 cm"—es eppendorf csdéven. Az extrakcids puffer Cssze-
tétele: 0,1 M trisz-/hidroxi-metil/-amino-metdn, 0.5 M sza-
haréz, 0,1 % L-aszkorbinsav és 0,1 % L-cisztein, pH=8,0.

A homogernizatumot eppendorf centrifugZban centrifugdltuk és
a f6luluszdét hasznidltuk., 2z oktopin szintdz szubsztratjait
és kofaktorat 0,2 M natrium-foszfdt pufferben /pH 7,0/ oldva
frissen kevertik az extrartumhoz., 60 ul extraktumhoz 20 ul
225 mli piruvdtot és 20 ul &C mlM reduk2lt nicotinamid-adenin-
dinukleotidot /IIADH/ adtunx; a keveréxzet 1 drdig tartotituk
szobahdmérsékleten. Az elegybdl mintédt vettiink /10 ul/ és
papirelextroforézissel analizdltuk /Whatman 3MM papir zart
dobozban a puffertankok kczott kifeszitve, 45 perc, 20 V

cm_l/ hangyasav = 96 %-o0s ecetsav - viz 5:15:80 elegyben.



Vizudlis markerként metilzdld 0,1 %-os etanolos oldatdt hasz-
ndltuk /5 ul/. Az alaposan megszdritott papirokat fenantrén-
kinon spray-reagenssel hivtuk elé. A reagenst frissen kever-
tilk 60 %=-os etanolban oldott 10 %-o0os ndtrium-hidroxidbdl és
0,02 % etanolos fenantrénkinonbdél 1:1 ardnyban. A papirokat
hideg levegbiramban szdritottuk, majd UV fényben /360 nm/ ér-
tékeltilk, Az arginin és az oktopin sdrgdszdlden fluoreszkil.

A metilzdld kozvetleniil az oktopin mogott fut.
4.6.2 Agropin és mannopin kimutatds

Leemans et al. /1981/ szerint kb. 50 mg szovetet homo-
3

genizdltunk 1 cm”-es eppendorf csdben. Ha a szdvet nedves-
ségtartalma tul alacsony volt, pdr csepp etanolt adtunk hoz-
zd, A homogenizidtumot Eppendorf centrifugdban centrifugiltuk.
A kivonatbdél mintdt vettiink /10 ul/ és papirelektroforézis-
sel analizdltuk /Whatman 3MM papir, 80 perc, 20 V cm-l/ az
oktopin analizishez haszndlt pufferban. Vizudlis markerként
Orange G 0,1 %-os etanolos oldatdt haszndltuk /5 ul/. Az ag-
ropin és mannopin redukdld tulajdonsdguk alapjin hivhatd eld
eziist-nitrattal. A Trevelyan et al. /1950/ 4dltal javasolt
reagenseket sprayként alkalmaztuk. Az alaposan megszaritott
papirt eldszir acetonos eziist-nitrdttal kezeltiik /0,1 cm
telitett AngO3 + 20 cm3 aceton + annyi csepp viz, hogy a csa-
padélk feloldddjon/. Az aceton eltdvozdsa utdn alkoholos nit-
rium-hidroxiddal kezeltiikk a papirt /0,4 cm3 telitett NaOH +

3

+ 20 cm” etanol/. Hirom - tiz perc alatt sotétbarna foltok
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fejlédtek ki ott, ahol redukdld anyag volt. A f516s eziist-
oxidot fotografiai fixdld oldattal tdvolitottuk el /10 % ndt-
rium-tioszulfdt és 1,5 % kxdlium=-metabiszulfit/. Az eldhivott
papirokat folydvizben mostux egy ordig, majd megszaritottuk.
Az agropin orange G-hez viszonyitott relativ mobilitdsa mi-
nusz 0,50. A minusz 0,28 relativ mobilitdsu foltban tdbb

opin van, k6zttilk az agrorin prekurzora, a mannopin /Ellis

et al., 1984/.

4.7 DNS izoldlds novényi szévetbél /Taylor et al.,

1983/

Ismert ttmegli /10-50 g/ friss szivetet folyékony nitrogén-
ben megfagyasztottunk, majd kavédarialdban finomra Sroltiink.
Hozzdadtunx 2 ;i 2-merkapto-etanolt és egyenld térfogatu, for-
ré kétszeres timénységii extrakcids puffert /1 de—ben 20,00 g
cetil-trimetil-amménium-bromid, 12.11 g trisz-0H, T.45 g
NA,ZDTA®2H,0, 81.80 g naCl; pH=8,0/. Azonnali keverés utin
55 °C-os vizfirddben tartottuk, amig hdémérséklete elérte az
50 °C-t. Egyerld térfogatu :loroform-izoamilalkohol /24:1/
elegyet adtunk hozzd és {dvatosan Gsszelevertilk, A keveréket
centrifugdltux /10 perc, 4000xg/. A vizes fdzist tartottuk
meg €s hozzdadtunk 1/10 térfogatnyi 1C /5 cetil-trimetil-

b

amménium-bromidot /1 dm”-ben 100.0 g CTAB, 40.9 g laCl/. lieg-
ismételtilk a xloroform extrakcidét., AL vizes fdzishoz egyenld
térfogatu precipitdld puffert adtunk /1 dms-ben 10,00 g CTAB,

o

6.06 g trisz-0H, 3.72 g Ia,IDTA+2H,0, 1 cm’ 2-merkaptoetanol;



pH=8.0/. A sékoncentrdcidé csivkkentése kovetkeztében CTAB/nuk-
leinsav csapadék keletkezett. A csapadék levdldsa szobahl-
mérsékleten 30 perc utdn teljes. Usszegyiijtottilkk a csapadé-
kot centrifugdldssal, majd cm3—enként 1 g cézium-kloridot

és 0,5 mg etidium-bromidot tartalmazd TES pufferban /50 mM
Trisz=-0H, 5 mM NaZEDTA, 50 mM NaCl, pH=8.0/ oldottuk. A to-
résmutatét 1,389-re dllitottuk be. Az oldatot TV 865-0Cs
vertikdlis rotorban ultracentrifugdba helyeztiik /42000 min™ T,
24 h/. UV lémpa fényénél osszegylijtottik a fluoreszkidld
DNS-EtBr savot. A leszivott DNS oldatot kétszeresre higi-

tottuk TE pufferral /10 mM Trisz-OH, 1 mM4 Na,EDTA, pH=8.0/.

2
Az etidium-bromidot izo-amilalkohollal raztuk ki. A DNS-t
kétszeres térfogatu hideg etanollal csaptuk ki. A csapadékot
70 %=-o0s etanollal oblitettiikk, majd TE pufferban oldottuk.

Minusz 20 °C-on tédroltuk.

4.8 Escherichia coli plazmid DNS izoldlds /Summer-

ton et al., 1983/

~

S. coli baktériumokat 1 deLB tdplevesben neveltiink a
megfeleld szelektiv antibiotikum jelenlétében /ampicillin
100 mg dm-B/ 37 9C-on. Usszegyilijtottilk a baktériumokat centri-

3

fuzdldssal /4000xg, 10 perc/, szuszpenddltuk 10 cm” szahard-

zos TZ pufferban /100 mi Trisz-OH, 100 mi Na,EDTA, 0,3 g cm™>
szahardz, pH=8.1/, hozzdadtunk 20 ul dietil-pirokarbondtot és

3

inzubaltuk jégen 5 percig. A szuszpenzidhoz 2,5 cm” frissen

készitett lizozim oldatot /6 mg cm™> lizozim vizben/ adtunk.
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Ovatos keverés utdn jégen tartottuk 20 percig. Hozzdadtunk

12,5 cm’ detergens-sé keveréket /4 mg cm 2

natrium-dezoxi-
koldt, 10 mg cm - Brij 58 detergens /Sigma/, 2M NaCl/.
Alaposan elkevertiik spatuldval, majdi 25 °C-os vizfiirddbe
tettikk 20 percre. Centrifugdltuk 3C percig 0 °C-on /40000xg/.
A folluluszdét azonnal atcntottik tiszta edénybe és hozzdad-
tunk 80 cm’ llaTCA-etanol elegyet /4,5 M ndtrium-trikldér-acetdt
és etanol 1l:1 ardnyban elegyitve/. (vatos keverés utdn jégen
tartottuk egy drdig. A csapadékot centrifugdldssal Osszegyiij-
téttik /10 000xg, 20 perc, O °C/, majd oblitettiik 80 %=-o0s

etanollal, Ultracentrifugsldssal tisztitottuk. A gréddiensen

az alsé siv az intakt plazmid DNS /Radloff et al., 1967/.
4,9 DNS emészités restrikcids endonukledzokkal

A restrikcids endonu<ledzokat a Reanal-tdl vasidroltuk,.

Az EcoRI, BamHI és Pstl enzimeket haszndltukx 37 °C-on, a ki-

”

vetkezo pufferekben. EcolI: 100 mii Trisz-OH, 150 ml1 NaCl,
-—
10 mi 1gCl,, 100 ug cm - zselatin, 7 ml 2-merkapto-etanol,
PH=T7.5. Bamil: 10 mM Trisz-0H, 150 z=Ii I;aCl, 10 mll HgClZ,
-

100 ug cm zselatin, 7 =l 2-merkapto-etanol, pH=7.9. Estl:

10 mi Trisz-0H, 50 mi LaCl, 10 mh 1z01,, 100 ug en™> zzela-
tin, 7 mli 2-merkapto-etarol, pH=T.4. A reakcidkzat 1/1C térfo-
gat stop pufferral d4llitottuk le. % stop puffer sszetétele
100 mit la, SDTA, 50 % glicerin, 0,25 75 bréomfenolkék, pH=8.0
/Maniatis et al., 1982/,



4,10 Géleleiktroforézis és a DNS kotése nitro-

celluldéz filterre /Southern blot/

A DNS fragmenteket horizontdlis 5x150x200 mm 0,7 % agardsz
Type I, Sigma/ gélben TEA pufferban /40 mM Trisz-0H, 20 ml
ecetsav, 2 mll Na, EDTA, pH=8.1/ valasztottuk el /Chilton
et al., 1977/. A gél anyagit 0,2 mg dm™° etidium-bromiddal
festettilc. Az elektroforézist 4 °C-on kb. 18 driig végesztiik
/2 ¥V cm-l/. A fragmentek méretének meghatdrozisihoz standard-
zént Pstl enzimmel emésztett lambda fdg DNS-t /Reanal/ fut-
tattunk pdrhuzamosan.

Az agardz gélbdl a DIS fragmenteket denaturdlds /15 perc,
1,5 M NaCl és 0,5 1M NaOH tartalmu oldatban/ és semlegesités
/15 perc, 3 I NaCl és 0,5 M Trisz-HCl tartalmu oldatban,
pH=7.0/ utén dtszivattuk nitrocelluldéz filterre. Southern
/1975/ szerint 20xSSC oldatot /3 M NaCl és 0,3 M ndtrium-citrit/
haszndltunk. A gélt sziirépapirra /wWhatman 3M1/ helyeztiik,
majd a gélre 20xSSC oldattal nedvesitett nitrocelluléz fil-
tert /Schleicher és Schiill, BA85/ helyeztiinic. A folyadékot
alulrdél, tanicbdél szivattuk a filterre helyezett sziirdpapirral
€s papirtorilkozdkkel egy napig. A filtert alaposan Cblitet-
tilx 2xSSC-ben, majd folhaszndlds eldtt 80 °C-on 2 ériig va-

xuumban szaritottuk.
4,11 A DNS jelolése radidaktiv foszforral

Feinberg és Vogelstein /198%/ alapjdn a 25 ul-es reak-
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cidelegy: 12 ul depaturslt DNS /60 ng, TE pufferban forral-

5 zselatin,

va 5 percig/, 11,5 yl LS koktél, 1 ul 10 mg cm™
0,5 ul /2 enzimegység/ DNS polimerdz I nagy fragment /Jacob-
sen et al., 1974/, 2 1Bgil->-B/dATE/dezoxi-adenozin-tri-
foszfat, 13 TBq/mmol, liofilizdlva, ELTE Izotdp Intézete/.
Az L3 koktél ©sszedllitdsa: 25 ul 1 M 4-/2-hidroxi-etil/-1-
-piperazin-etdnszulfonsav /pH=6.6/, 25 ul DT oldat és 7 ul
OL oldat. 4 DTN oldat: 250 mM Trisz-HCl, 25 mil MgCl,, 50 mii
2-merkapto-etanol, 100 wil dGTP, dCTP és dTTP, kiilon-kiildn,
PH=8.0. Az OL oldat: 1 mM Trisz-CH, 1 ml KaZEDTA, pH=7.5, és
90 optikai denzitds egység oligodezoxiribonuicleotid cms-en-
ként. A reakcidelegyet 5-8 érdig szobahdémérsékleten inicu-
baltuk, majd 25 ul fenollal dllitottuk le a reakcidt. A je-
161t DIiS-t a be nem épiilt dATP-té1l Sephadex G-50 Fine osz-

lopon /5 cr’/ szepardltuk TES pufferral,

4,12 DNS-DINS molekuldris hibridizacidé és autora-

diografia

A filtereket 2x5SC-ben megnedvesitettilk, polietilén
tasakba helyeztiik, majd eléhibridizdciés oldattal /20 e
egy 13x1% cm filterre/ leforrasztottuk és 68 °C-on inkubdl-
tuk egy éjszakdn at. Az elbhibridizdcids oldatisszetétele
/Zambryski 1982/ 3xSSC és lXDenhardt keveréx. A Denhardt ol-
dat: 0,02 % Ficoll 400 /Fharmacia/, 0,02 % polivinil-pirro-
lidon /Sigma/ és ©,02 % bovine serum albumin /Denhardt, 1966/.

Az eldhibricdizdcids oldat eltdvolitédsa utdn a filterre ri-



ontottik a hibridizdcids koktélt: 3xSSC, lxDenhardt keverék,
1 mfi Na,EDTA /pH=8.0/, 0,5 % ndtrium-lauril-szulfat /SDS/,
10 % ndtrium-dextrdn-szulfdt /Sigma/ Wahl et al. /1979/ sze-
rint, a denaturdlt /10 perc forralds/ rddioaktivan jelzett
proba DIS. A tasakot buborékmentesen zartuk és 48 Srdig in-
kxubdltuk 68 °C-on. A filtert a hibridizdld oldat eltédvoli-
tisa utdn négyszer mostuk /68 °C, 15 perc/ 3xSSC és 0,5 %
SDS-ben, egyszer /68 °C, 15 perc/ 1xSSC és 0,5 % SDS-ben.
A filtert végiil szobahdémérsékleten cblitettiilk 2xSSC-ben,
majd szaritottuk.

Az autoradiogrifidt -70 °C-on, élomkazettdban végez-

tik, Medifort RP filmet és DuPont erdsitdket hasznidltunx.
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5.1 DNicotiana plumbaginifolia protoplasztok

tenyésztése Agrobacterium tumefaciens-szel

kiiltnboz6 hormonisszetételili tdpoldatokban

Usszehasonlitottuk a licotiara plumbaginifolia proto-

plasztok osztdédési gyakorisiagit kiilonbszd hormondsszetételil
C,4 MSzX, tépoldatokban. & laboratdriumunkban a tenyésztéshez
’ 2 i
haszndlt /lNagy és Maliga, 1976; 2. Tdbldzat, 7. varidcid/ és
egy, az irodalomban javasolt /Miller et al., 1983; 2. Tdblazat,
’ J

5. varidcié/ hormonkombindcidn kivil kiprdébiltuk egy mésik faj,

a .. tabacun Agrobacterium-transzformdcidhoz hasznalt /Marton

-

et al., 1979/ alacsony hormonszintii tdptalajt /2. T4bldzat,
8. varidcié/. Teszteltiin: tovdbbd olyan tdptalajokat, ame-
lyex a hormonoxat kéztes, vagy szélsdséges koncentricidban
tartalmaztdk /2., Tdbldzat/. Tartés osztédddst csak ott kaptunk,
ahol auxin /2,4-D és/vagy 1AA/ és citokinin /BA/ is volt a
taptalajban. 4 kedvezdilenebb hormonkombindcidk esetén a pro-
toplasztok csak kis hanyada osztddott, a tibbi megnyult vagy
megnagyobbodott. A sejtmegnyulds jellemzd volt a sok auxint
tartalmazd /2. Tdbldzat 11-12. variicidk/ tdpoldatokban.
Ez a sejtfal legalabb részleges regenerilddésit bizonyitja;
azonban a protoplasztox csak kis hinyadira volt jellemzd.
Lz egylutt-tenyésztéses /"co-culture"/ transzformicidhoz
Ze

a hormonmentes tdpoldaton /2. Tdbldzat, 13. varidcid/ xivil,

On

legnagy 6 i gyalzorisigot biztositd 5. és T.,



a koztes mennyiségii hormont tartalmazdé 4. és 6., valamint
a csak auxint /10./ és a csak citokinint /1./ tartalmazé
tdpoldatoikat valasztottuk ki /2. Tdabldzat/. A protoplaszto-

ltat hormonmentes tépoldatban izoldltuk.

2. Tablézat: liicotiana plumbaginifolia protoplasztok

osztdéddsa kiilonbczd hormonok jelenlétében

Sor- {iormon /mg dm-a/ Osztdédés
szam BA NAA 2,4-D gyakorisdga®

1. 2,0 - - =

2, 1,0 - - -

o 9 1,0 Q.1 - 5 %

4. 150 150 - 40 %

o 1,0 540 - 65 %

6. 0,1 1,0 - 2% %

‘P 0,2 1,0 0,1 77 %

8. 0,2 0,1 - 1%

9. - 1,0 - -
10, - 2,0 - -
11. - 5,0 - 1 %°
12, - 10,0 - 1 %°
15, - - - -

a,

Azon sejtek relativ gyakorisdga, amelyek egy héten
belil osztddtak,
T .6 §is "
BA = II"'-benzil-adenin
CliAA= l-naftil-ecetsav
d M~ : z :
lZ,%—J = 2,4=-dikklér-fenoxi-ecetsav

e , ’ - , e 2 3 ’ . N _ -
“Bgy hétnél xZésObb osztodtalc és legfeljebb “zétszer,



Az agrobaktériumok hozzdaddsa utin a novényi sejtek
Osszecsapddnaiz, mivel a baktériumok hozzdkotddnek a sejt-
falhoz és celluldzszdlalkat is szintetizdlnak /latthysse, 1983/,
amelyekkel a sejteket Osszefogjdk. Az ellkisérletek sorén
azt tapasztaltuk, hogy ez a hatds a friss protoplasztoknil
alig jelentikezilZz, mig a hirom napos sejteknél mar olyan
erés az inkubdcids idd végére, hogy csak ujabb protoplaszti-
lassal lehet a sejteket szétvdlasztari. Bzt azonban a nové-
nyili sejtek ttbbsége nem birta ki. A friss protoplasztok
esetében az Csszecsapddast meg lehetett szintetni egy né-
hdny drds celluldz kezeléssel. A kiilénbozdé hormonkombind-
cidéix Usszehasonlitdsakor ezért friss protoplasztokhoz adtux
a baxtériumokat. A baktériunrezelés és moséds utin a2z ere-
deti protoplasziszéam 50-60 ,.~kal csixient.

Az aAgrobacterium tumefaciens LBA 4013 az az oxtopin-

% 7’5 5

tipusu tdrzs, amely a leghatékonyabbrnaix bizonyult a II. tabacum

egysejtes transzformdcids rendszerben /lldrton et al., 1979/.
Az LBA 4011 ttrzs pedig 1lényegében az eldbbi Ti-plazmidtsl
mentes valtozata /1. Tdblézat/, amelyet kontrollként hasz-
naltunx.

bakxtériumcezelés utén a sejteket ugyanolyan tdédpoldat-
ban tenyésztettils, mint amilyenben a xezelést kaptdk. A sej-
tek az auxint és citokinint is tartalmazdé 4., 5., 6. és T.
tédpoldatokban /2. T4dblézat/ 3-5 nappal a baktériumok eltdvoli-
tdsa utédn osztddtak. Az osztddds gyaxorisdga 60-80 % ktzott
volt. Hasonld, «xb. 60 % gyacorisdggal osztddtak azok a sej-

=77 IAL-t tartalmazd /2. Tdblizat,

tek is, amelyeket a 2 mg dm
10. varidacié/ tépoldatban virulens LBA 4013 baktériumokkal

tenyésztettiinz egyiitt. Ugyanakkor az LBA 4011 Dbaitériummal



kezelt sejtek nem osztdédtak, csak megnyultak, vagy megduz-
zadtak., Hasonld sejtalakvdltozdsok voltak megfigyelhetdk a
hormonmentes tépoldatban mindkét tipusu baktérium eltdvo-
litdsa utén.

Az osztdédd sejtekbsl 2-3 hét alatt 60-100 sejtes kold-
nidk fejlddtek. Ebben a stéddiumban kezdtiik meg a hormon-
autotrdf koldénidk szelektdldsdt. Hormonmentes tépoldatban
a normél koldnidkban az osztddds ledllt, a sejtek jelentdsen
negduzzadtak és megnyultak. Egyes koldnidkban embryoidok
xépzddtek, amelyek egy része azonban az ozmolaritds cstkke-
nése soran dezorganizdlédott. A koldnidkat végiil agarral szi-
ldarditott hormonmentes tdptalajba szélesztettiik 300 em™
denzitdsban. E denzitds f0ldtt nem bizonyult szelektivnek
a téptalaj, mivel a sejtek duzzaddsa tovdbb folytatddott
€s az 0sztddd koldnidkat nem lehetett azonositani. Négy-hat
hét utdn a ntvekvd koldnidkat /2-10 mm ¢, 3, dbra/ dttettik

friss hormonmentes tdptalajra és mint kldnokat tartottuk

fonn.

5.2 Hormonautotrdéfia és oktopin szintdz a sze-

lektdlt klénokban

A szelektdlt kldnokat a hormomnmentes tdptalajon muta-
tott ndvekedés alapjan 3 tipusba lehetett sorolni: egynemii
kallusz /4. dbra, a/, hajtdsokat regenerdld kallusz /4. dbra,
b/ és gyckeres névény /4. dbra c/. Az utébbi tipus a sze-

lekcié sorédn, mint viszonylag kicsi, z6ld koldnia jelentke=-



3e Abra: Hormonautotrdf koldrnidk szelekcidja hormon-
mentes tdptalajban. F5lsé sor: hormonautotrdf
1013 /virulens/

Al aN anre
A1LSO S0 dg-
4=
v

médon noévekvd koldridk

torzzsel kzezelt ter

LBA 4011 /avirulerns o 1 xezelt

s s pp
z2t0san aiiile-

zett, majd az ismételt dtoltdsok sorin fok

(@]

rencidlddott gyckeres ntvénnyé. Zzeket a sejivonalakat hor-

tett tdptalajon /RMOP/ kalluszként tartottuk fonn. A nem

hormonautotrdéf N. plumbaginifoliz s

N

S i .
ovetek jellegzetesseége,

hogy a kallusz inokulumox hormonmentes tdptalajon vagy el-

pusztulnak, vagy a szdvet egy részébdl gyivkeres novények



pie]
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4, Abra: Kilénbozd morfoldgidju szelektdlt sejtvonalak
hormonmentes tdptalajon. a, egynemil kallusz;
b, hajtdsokat regenerdld kallusz; c, nem hor-
monautotrdf szivetbdl regenerdldédott novény.

regenerédlédnak /5. abra/.

A hormonautotréfidért felelds gének mellett a TL-DNS-en
van az oktopin szintdz génje /2. dbra/. Minden egyes klént,
amelyet a virulens LBA 4013 baktériumokkal végzett egylitt-
tenyésztés utdn kaptunk, megvizsgialtunk, hogy kimutathatd-e
benne oktopin szintdz aktivitds /6. dbra/. A 3. tdbldzatban
Usszefoglaltuk a kiilénbcz6 hormondsszetételil taptalajokban

végzett egyiitt-tenyésztés utdn /LBA 4013 tirzzsel/ a szelek-

t4lt, a stabil hormonautotrdéf és az oktopin szintéaz-pozitiv



| | 6]
o o — ‘O . ]
> © 0 O ) 5 ol =
0o a8 o Q0 - [ONEE N o N P
S5 O by QO () N Qg O n i
[\ &) O 1 ‘O L — s O
M - » ™ Lo & ~ ) e) — o
‘@ e § o o d N
- £ o - e T I @® =
8 o 0 M > a0 .l A\ G L% ()
O @ ™M W « - + ]
~ + d o = A2 2y ~ ‘O
O = T — = NG > — 9]
Mo @ O — A (@) + o ‘¥ @
£ PP A ®) © A ) £y +>
m O N <t 0 ~ n o ) -«
O + @ K (@) (@) ) I\ a o=
n A+ 0 < = 2 S0 A
] o] m > £y < O &)
gl n n o 3 0 (@, (6)) =t ) Ad
Al 0 o &0 ¢ & § 89 o d
—l &0 + O +> > - e} 0]
of © & N 4 . (e} e ‘@ N
) e ) ‘3 ~ \0 = + \©
—Hl M OH M - =] & — P
e [S I} N Q wct] @) - ] <
Al 4 O M 0] < B | L £ |
b ! o) ] . « N
gl N T ‘O Ko - Y] ®) + « n
Ll q O > O a0 O 0]
gl o m © £ 2 3 O 0o g
31 S < (%, LV EE oV} 42 -
=1 O . ‘O O 2y L~ + 2y
of 5§ ~ &) d o P (0] @)
(1 42 0 . — N d P L +
g 0 1 QO e n & e ) X
g1 <4 o Moo (e} « > O N < (e}
(W o @ O £y —l @ o @) !
wl] @ o o M P o4 © N = w
Ll n o <« S P = n N O]
ol H 0 A o O 0 @ ® .
olgw d 4 A d g ] 4 NE -
—Hl © Q o o Y O d = — 42
A M SN M O et} 94 g 0 ©) 42
Eb) | — > O
e s @ o N
.e 2 0} \O ¢ A ~ (@]
d ‘® N} £y — 0\ P2
4 £l o) > « P &
fe! ‘o 2 0 + D ©
o N PN ® — $
0))] u + 42
. © ® ® N ™ ®
n LY n < N n Q0
@) N o ® () <+ (0]
g N g 4 A o 3
O ~ H QO o .~
— Q O @ N ~ o
P s £ n ~ P



s

6. Lbra: Ux<topin szintdz aktivitds kimutatdsa. Fenan-

trénkinon reagenssel eldhivott papireleictro-

ram. l. l.. Dlumbaginifolia nuvényen ki-

valtott tumor; 2. Szintetikus oktopin; 35-8.

Szelektilt sejtvonalak.

) : -

A legtibb stabil hormonautotréf, illetve oxktopin szintéz

s

vozitiv ¥1dént az 1,0 mg dm LAA és 0,1 mg dm BA hormonkom-
binacidé alzalnazasaval kaptuk. Ez az érték kb. 15-szir akko-
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ra, mint amit az 1,0 mg dm 1.AA és 1,0 mg dm BA hormonkom-

/citozinin aridny nuvekedésével parhuzamosan nétt. Ebbe a sor-

ba nem illeszthetd be a csak NAA-t tartalmazd taptalaj, de
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A transzformacid gyakorisiga a Nicotiana

plumbaszinifolia-Agrobacterium tumefaciens

~

LBA 4C1l3 egysejtes transzformicids rend-

szerben xilvnbdzdé hormonok jelenlétében.

Hormon _ H /-/2 NG~ Stabil 03 /+/ Transzfor-

/mg dm~°/ tdp- vek- H /+/b macidé gya-

BA NAA 2,4-) talajba V6 /dv/  /dv/ korisiga®
szélesz- Xko- |

tett xo- 1lo-
lénia,dd nia,db

1,0 1,0 =~ 48 600 10 9 7  1,85x107%
1,0 3,0 = 24 80C 27 12 11 4,83x0”%
0,2 1,0 0,1 30 00C 5% 36 31 1,20x10°°
0,1 1,0 - 37 200 146 112 101 3,01x107>

- 2,0 - 54300 198 125 95  2,30x107°

H /-/
b}i/+/
c Os/+/
4 transzformdcid gyaxorisdgdt a stabil hormonautotrs

h ey

nox €s a hormonmentes tdptalajba szélesztett kol
manak arinyival becsiiltiik.

hormonmentes tz2ptalaj

hormonautotrdf

o<topin szintéz pozitiv

5.3 Agropin £s mannopin a szelektilt kldno«ban

A 2 mg dm™ 1LAA alzzlmazdsakor kapott kx1dnok szzma elég

nagy volt ahhoz, hogy mezvizsgalhassuk minden egyes, az ok-
topin-tipusu baktériumozra jellemzd tumormarxer eldéforduld-

e & ,

sat. llind a 198 szelextZlt klont megvizsgaltuiz, hogy tar-



talmaznak-e agropint és mannopint - a TR-DNS markereit.

Az agropin és a mannopin igen nagy mennyiségben terme-
16dik a transzformdlt szivetekben /Firmin és Fenwick, 1978/
és ki is védlasztdédik., Konnyen detektdlhatdk voltak a szivet
xirnyezetében a taptalajban. Ha a transzformdlt sziveteket
normal szivetekkel tartottuk egylitt ugyanabban a petricsé-
szében, akkor par hét mulva agropint és mannopint lehetett
kimutatni a normdl szivetekben is. A tesztelendd kldnokat
ezért egymastdol elkiilonitva tartottuk finn.

A 4, tidblazat mutatja a TL és TR-DNS markerek megosz-
l4s4dt a transzformdnsokban. A szelektdlt kldénoknak csak
64 ,=a mutatott valamilyen tumormarkert; a fennmaradd 36 %-
ba az opinoxat nem tartalmazd, gyikeres novények tartoztak,
amelyeket allusz formdban csak hormontartalmu tdptalajon

lehetett flnntartani.

4, TZolédzat: TL- és TR-DNS markerek megoszldsa a sze-

lektdlt kldénokban A. tumefaciens LBA 4013

kezelés utan

Z1lénok szama, amelyek:

H/+/ H/’*‘/,OS/"'/b H/+/,08/+/ ’MANC H/+/,08/+/, MAN,
IMAN,AGR AGR
350 34 3 8 1

- H/+/ = hormonautotréf; b 03/+/ = oktopin szintdz-pozitiv;

d agr

3
]

mannopins;

agropin.

A legtibb transzformdnsra csak a TL-DNS markerek, hor-



. -

monautotrofia és oktopin szintaz volt jellemzd., Jéval ke-
vesebb volt azoknak a szdma, amelyexben a TL-DNS markereken
Kivil agropint és mannopint = TR=-DNS markereket - is sike-
rilt kimutatni. Taldaltuni egy olyan kldént is, amelyben csak
a TR-DNS jelenlétére jellemzl agrorin €s mannopin volt

/7. ébra/. Ez a lol szamu transzformdlt sejtvonal, amely

nem volt hormonautotrdf.

P

1 2 3 4 5 6 7 8

ct
O,
'_l
[N

T. Abra: lMannopin €és agropin detek sa papirelektro-
ez

ferogrammon alkalixus list-nitrat reagenssel.

e

A: nem migrald reduxild anyagox a startponton;
B: mannorin; C: agropin. 1l. lormadl M. plumba-
ginifolia xallusz. 2-3. LBA 4013-as tcrzzsel
£ivaltott tumor. 4. 10l-es k1én /LBA 4013/,

. gzg—as klén /LBA 4u13/ f. A28l-es torzs-



liemcsak a TR- és a TL-DNS-re kiilon-kiilon jellemzd mar-
xeregyilittesek vdltak el, hanem az egyes markeregylittesek sem
Jelentkeztek mindig teljes szdmban. Egyes hormonautotrdf
sejtvonalakbdél ugyanis minden opin hidnyzott. Mds, opinokat
tartalmazd kldnok teratdmaszerii hajtdsokat regenerdltak,
tehdt a hajtidsregenerdcid gatldsdért felelds onkogének a TL-
DliS-en inaktivak voltak, vagy hidnyoztak.

i TR-DNS markerek kifejezddésében is taldltunk eltéré-
sexet: Usszesen 11 kldénban volt mannopin, de csak 8 kldénban
volt mellette agropin is /7. dbra/. A novényekrdl frissen le-
szedett tumorszovet mindig tartalmaz mannopint és agropint is
/Dahl et al., 1983/, azonban a legtobb szovetbdl eltiinnek
ezek a vegyilletek, a hosszabban tartd szovettenyésztés soran.
Agropint nem, de mannopint tartalmazdé tumorvonalakat sikeriilt
ncvényen kiviltott tumorokbdl is elddallitani /7. dbra/.

AZ agropin és mannopin markereknek ezt a sajatos visel-
kedését alkalmunk nyilt tanulmdnyozni més tipusu transzformdn-
sokxban is., 4 leucinopin-tipusu A28l tdrzs hasonld az oktopin-
tipusu tlrzseihez abban a tekintetben, hogy az £ltala kival- .
tott tumorokban is van agropin és mannopin. Haploid N. plumba-
ginifolia protoplasztokat tenyésztettiink egylitt A281 baktéri-

wno.sical 2 mg dm © LAA-t tartalmazd tédpoldatban, majd az eldé-

Ly d \ 7z
Zoex

en leirt mdédon szelektdltuk a hormonautotrdf kldnokat

o

M
0]
0]
1

ceresti bennik a mannopint és az agropint. 4 hormonmentes

téntalajba 21 500 koldniat szélesztettiink, 153 ntvekedett, de

csai 92 volt stabil hormonautotrdéf. Agropint és mannopint



csak kevés xldénban talaltunk. Az agropin itt is hidnyzott

a mannopin melldl egyes kldénokban /5. Tdblizat, 7. 4dbra/.

5. Téblazat: Hormonautotréfia, agropin és mannopin

a szelektdlt kxidnokban. i.tumefaciens

A281 ezelés utin
{1énok szima, amelyex:

n/+/% H/+/, HANP H/+/, AN, AGRS

77 4 o

& ; Wise s 4 .
H/+/ = hormonautotrdéf; MAN = mannopin;
¢ AGr = azgropin.
Hasonléxéppen az oktopin-tipusu torzsekhez, az A281
térzs is olyan tumorolzat okoz, amelyekben az agropin és

~

a mannopin dltaldban csax addig van, amig nem keril szcvet-
tenyészetbe a tumor. Agropint nem, de mannopint tartalmazé
tumorvonalazat ugyancsak sikeriilt elédallitani, a ncvényen

kxivaltott tumorokbdél is /7. 4bra/.

5.4 livényregenericid a transzformidlt sejtvonalak-

-~ 7=

61, a TR=DI.S markerei crckldédése

Az oktopin szintiz-pozitiv kldénok mindegyike hormon-
autotrdéf volt,a regenerdldé tipusu kalluszoxrdl levilasz-
tott hajtdsokbdél nem fejléditt gytkeres nivény; ezek a

transzformilt hajtdsok nem mutattak apikdlis dominanci

(S8
ct



~

€s az alapjukon gyckér helyett hormonautotrdf kalluszt
fejlesztettek /8., dbra/. A 10l-es kldén, amely a TL-DNS
rexet nem, hanem csak a TR-DNS markereket hordozta,

gyckeres novényeket regenerdlt /4. dbra, c/. Mind a 32

regeneralt ndvény tartalmazott agropint és mannopint is.

D+

< L

8. ibra: Teratdéma hajtds, amely gyckerek helyett hor-

1onautotrof kalluszt fejleszt hormonmentes
0

Valamennyi regeneralt ndvény kromoszdémaszima 40, vagy
kozel annyi /36-3%9/ volt, amely megfelel a tetraploid érték-
nez. liéhdny tetraploid kromoszdémaszimu novényt kililtettiink

az Uveghdizba, ahol viridgoztal és magokat is hoztak. Az agro-
=) b D o (&}
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Ugyanezek a morfoldgiai és termékenységi eltérések jel-

lemzdk a nem transzformdlt tetraploid N. plumbaginifolia nd-

vényekre is, amelyeket szovettenyészetbll regenerdltak,
A transzformdlt novények feliilfertdzhetdk voltak. Az LBA 4013
torzzsel beoltva hormonautotrdf, oktopin szintdz-pozitiv, ag-
ropint és mannopint tartalmazdé tumorszivet fejlddott rajtuk.
Az Onbeporzdsbdl és a keresztezésbdl nyert magok egy
részét steril koriilmények kozott csirdztattuk, majd a csira-
novényeket elkalluszositottuk, més részét iiveghdzban csiriz-
tattuk. A csirancvényeket, illetve a kalluszokat analizdltik
agropinra és mannopinra. A tdptalajon nevelt kalluszokban
az agropin és a mannopin koncentricidja sokkal nagyobb volt,
mint az lveghdzi anyagban, feltehetden azért, mert a glikdz
mint prekurzor /Firmin és Fenwick, 1978/ nagy mennyiségben
rendelkezésre allt. Az liveghdzban nevelt csirancvényekben
olyan vegyiiletek is voltak, amelyek zavartdk az agropin és
mannopin kimutatdsit, Ezért elkalluszositott csirantévények-
<el dolgoztunk tovabb.
Az Onbeporzds utjédn nyert nemzedékben 3:1 hasaddst, mig

a keresztezésben kézel 1l:1 hasaddst kaptunk /6. Tdbldzat/.

6. Tabldzat: Agropin €és mannopin a 10l-es sejtvonalbdl

regeneralt ndvények utédaiban.

Iemzedékek Vizsgdlt csira- Agropint és manno-
novény, db pint tartalmaz, 5
101/132 &nbeporzés 205 71
101/15 ©nbeporzds 111 76
101/16 ©nbeporzds 105 78

101/13 z vad-tipus® 40 43




%101/13 = A 10l-es sejtvonalbdl regeneralt 13. szdmu

noveény;

; - ; B G g ot
Vad-tipusu diploid . plumbaginifolia.

5.5 A T-DNS szeriezetének vizsgalata a 10l-es
sejtvonalban Dii3=DL53 molekularis hibridiza-
cidval |

A 10l-es sejtvonal csakx TR=-DNE markerexet hordozott, fel-
tehetbéen tehit nem volt benne TL-D15. Hogy ezt bizonyitsulk,
DIis=-DIi5 hibridigdcidval megvizsgiliuk, hogy mely T-DlS sza-
Xaszok vanra: jelen. A szivetbdl D1S-t tisztitottuniz, amit

Zcoll restriscids endonuriedzzal hasitottunx. A Diis fragmen-

-

teizet elektroforetikusan elvdlasztotiuk agardéz gélben, majd

denaturalds utdn nitrocelluldz filterre kitcttilk. Prdbaként

a pTiAch5 tumorindukdlé-plazmid T-régidjsdnak kldénozoit és
52p_ral jelclt fragmentjeit haszniltuk.

l.egativ Zontrollként vad-tipusu ncvényexbdl izoldlt DIS-t
hasznaltunz., A hibridizdcidé belsé zontrollja egy clyan keve-
réz volt, amely LcoRI enzimmel emésztett vad-tipusu nivényi
és BamHI enzimmel hasitott pGVO1l53 plazmid DI53-b8l 411t.

A reverési ariny megfelelt annak, mintha a ll. plumbaginifolia

-

haploid genonjdban a pGVU153 egy «dpidban fordulna ell,

, -

A pGV0153 nplazmid /1. Tébldzat/ a TL-DNS bal felét tartalmaz-

za /10. abra/.



Kilobazispar

az veorl és a HindIII restrikcidés endonukledzok hasitéhelyei vannak

0L 5 10 15 20 25
. pGVO153 - ' pGVO0120 )
- 8 [ 8l 17 BamHI
a & 3 7 19 12 20 Eco RI
18¢c | 22el] | 4  Hind T
b
10, Abra: A pTiAch5 Ti-plazmid T-régidjdnak fizikai térképe, amelyen a BamHI,

foltiintetve /a/. A térkép folott a prébaként haszndlt kldénozott frag-
mentek vannak kiemelve a plazmidok nevével., A térkép alatt /b/ a 1l0l-es
sejtvonalban azonositott T-DNS ldthaté. C és D a TR-régidét hatdrold 25
bdzispdr hosszusdgu hatdrszekvencidk viszonylagos helyzete a fizikai

térképen. A T-DNS hatdrai a vonalazott szakaszokon helyezkednek el.

ot



,

Ha a pGV01l53 plazmidot haszrnzltuic prdéba DNS-ként, ak-
Kor nem kxaptunk hibridizdecidt /1l. dbra/. TL=DNS bal felé-
nex megfeleld szekvencia tehdt nem fordul eld sem a vad-ti-
pusu, sem a lQl=-es sejtvonalban.

A pGV0120 plazmid /1. Tabldzat/ a TR-régidt fedi 4t
/10. dbra/. A riddidaktiv prdéba két hibridizdldé sivot hivott
elé /11. dbra/. Az egyik mérete alapjdn megfelel a TR-régid
ZcoRI 1l2-es belsé fragmentjénex /10. dbra/. A mdsik frag-
ment mérete b, 2,45 kilobdzis.

A pGV0201 plazmid /1. Tdblézat/ a TL-régid jobb és
a TR-régid bal felét fedi 4t /10. dbra/. Znnek megfelellen
ez is eldhivta az 5,30 %b. nagysigu EcoRI 1l2-es fragmentet
/11l. dbra/. Hibridizilt tovabbé egy kb. 0,60 kilobdzis nagy-
sdgu fragment, amely feltehetden a TR=-DIS novényi DIiS szek-
vencighoz apcsolt baloldali hatérdnak felel meg. A 2,45
:2ilobazis nagysdgu hibridizidlé fragment viszont a TR-DNS
novényi D3 szekvénciéhoz kapcsoldédd jobboldali hatidra le-

-,

het /10. Zbra/. A DN5-D13 moleiuldris hibridizdcid és az

(6}

agropin szintetizdld xzépesség révén azonositott T-DIS a

-,

10, 2brédn 14thatdé /b/.



Proba: pGV 0153 pGV 0201 ~_ pGV 0120

o

-7.30 R ED
| - -5.30 * 530
—4.60 | ~4.60 { -4.60
| ,
G -2.45
v -0.60
T '
. 2 3 4 5 6 7 .. 8 @

11. Abra: DNS-DNS molekuldris hibridiz&cid autoradiogramja. 1,4 és 7. EcoRI restrik-
cidés endonukleazzal emésztett DNS vad-tipusu V. plumbaginifolia kalluszbdl.
2,5 és 8. EcoRI enzimmel emésztett DNS vad-tipusu N. plumbaginifolia kallusz-
bél +1 képidnak megfeleld, BamHI enzimmel emésztett pGVOl53-as plazmid.
A szamok a savok mellett a fragmentek becsiilt méretei kilob&zisparban meg-
adva. A 4.60 kbp nagysadgu sav a pBR322 plazmid. 3,6 és 9. EcoRI enzimmel

emésztett DNS a lOl-es sejtvonalbdl.



6. MEGVITATAS

Az agrobaktériummal transzformalt sejtek hormonauto-
trofidja egy természetes, domindns, szelektdlhatd marker.
2z volt az alapja az egysejtes transzformdcids rendszerek

kifejlesztésének licotiana tabacum /Marton et al., 1979/,

retunia /Jia et al., 1983/ és Hyoscyamus /Hanold, 1983/ no-

vényekben. A hormonautotrdf koldnidk szelekcidéja révén hap-

loid és diploid Nicotiana plumbaginifolia protoplasztokbdl

egyardant nagyszdmu transzformdlt sejtvonalat kaptunk. Az
agrobaktérium kezelés megndvelte a protoplasztok osztdddsi
gyakorisiagat azokban a tdptalajokban, amelyek a névényi hor-
monokat nem optimdlis mennyiségben tartalmaztdk. Kiilcntsen
szembetiind volt ez a hatds a csak auxint tartalmazdé téaptalaj-
ban, de csak a virulens, Ti-plazmidot hordozd, baktériumok
esetében., Itt ugyanis a virulens baktériumokkal tirtént keze-
1lés utdn a protoplasztok nagy gyakorisiggal osztddtak és ko-
1dénidkat képeztek. A protoplasztok a sejtosztdddshoz szliksé-
zes clto«inineket feltehetdleg a baktériumoktdél kaptik. Cito-
£ininek szabadulnak ftl a degradalddd transzfer RNS-ekbdl is
/Cherayil és Lipsett, 198%; Falni és Horgan, 1983/, de a vi-
rulens tirzsek aktiv citokinin kivdlasztdst mutatnak /wWeiler

et al., 1981/. A baktériumok eltdvolitdsa utdn a sejtek tartds

@]

sztddZ2sat a transzformdlt sejtek citoxinin tultermelése biz-
tosithatta /Ooms et al., 1981/.
4 nuvényl sejtek kompetencidja a transzformicidra At-

meneti jellegil. Kalanchoe nivényeken ez a sebzési vdlasz



soran az elsd mitézishullim eldtti periddus /3Braun, 1962/.

Hasonldéképpen a . tabacum protoplasztok is az elsdé oszté-

dés eldtt a legfogékonyabvak a transzformdcidra /Miarton et
al., 1979/. A sejtfal rezenerdcidéjin kivil /lldrton et al.,
1979; wullems et al., 12%3la; Krens et al., 1983/ hangsu-
lyoztak az aktivdlddott sejtciklus egyéb folyamatainak fon-
tossdgat is /Fizoozabady €s Galbraith, 1984/. {isérleteink-
ben frissen izoldlt protorlasztokat haszndltunk, amelyek az
inxubdcids periddus alatt a sejtfalukat legaldbbis részben

regeneraltdk, Ugyanakkor ismert az is, hogy a }.. plumbagini-

O
*,__I

folia protoplasztok sejtciiclusa nagymértékben szinkronban
van €és a sejtek tobbsége az izolslas utani 20. draban belép
az S5 fdzisba, a DNS szintézist megkezdi /llagnien és Devreux,
1580/. A sejtciklus aktivaldddsdban az auxinosnak az elsd
pillanattdél kxezdve sokriti szerepe van /HMayer és Cooke,
1979; Zanl, 1982/, mig 2 citokininex fontossdga a mitotikus

’

apparatus képzddésekor zeriil eldtérbe /Jouanneau és larsac,
1973/. Ezzel van Osszharngban az, hogy az egysejtes transz-
formédcids rendszeriinkber a tdpoldatban az auxin/citokinin
ariny ncvelésével parhuzamosan nétt a transzformicidé gya-
korisdga. Végsbé soron a tipoldatban az auxin/citokinin a-
riny, a baktériumokbdl fZilszabaduld ntvényi hormonhatisu

-,

anyagokx altal médositva, hatott a sejtciklus axtivildddsira
€s ezen keresztil a transzformdcid irdnti fogékonysigra.
1.ivényl hormonoknak a tumorfejlédésre gyakorolt hatdsit vizs-

4lva korabban csak vagy nem specifikus, vagzy paradox hatd-
D s 2J P



sokat észleltek /Bouckaert-Urban és Vendrig, 1981;

Hrouda et al., 1983/, feltehetden azért, mert komplex volt
a vizsgdlati objektum /pl. izoldlt novényi szervek, vagy
teljes novény/.

Az auxinoknak szerepe van a baktériumok virulencidjdban
is /Chernin et al., 1984/, és indol-3-ecetsav névényi hormon
szintéziséért felelds géneket azonositottak egyes agrobak-
térium torzsek Ti-plazmidjdnak virulencia régidjdban /Liu
et al., 1982/. Més virulencia gének pedig auxin hatdsdra
axtivdlddnak /C.I. Kado, Univ. of California; személyes koz-
lése/.

A korilmények kontrolldlhatdsdgén kiviil az egysejtes
transzformicids rendszer jellemzdje, hogy minden egyes transz-
formdlt klén egyetlen sejtbdél ered, tehdt tanulmdnyozhatdk

az egyedi transzformicids események. lLicotiana tabacum

fajban a transzformdnsokban a TL-DIS markereket - a hor-
monautotrdfidt és az oktopin szintdzt - vizsgdltdk és meg-
dllapitottdk, hogy az oktopin szintdz gén és a hajtdsregene-
riacié gdtldsa, sdt a hormonautotréfia is, egymdstdl fiigget-
leniil, nem minden sejtvonalban fejezddik ki /lMdrton et al.,
1979/. A TR-DNS-t mindeddig csak kevés klénozott tumorvonal-
ban taldlték meg /Thomashow et al., 1980; lester et al.,
1984/, ezért nem volt lehetlség a viselkedését tanulmdnyozni.
Az dltalunk vizsgdlt transzformdlt sejtvonalak kczott olya-
nox is voltak, amelyek a TL-DNS markereken kiviil TR-DNS mar-

kereket is hordoztak. 56t egy olyan sejtvonalat is talaltunk,



amely csakx TR-DNS marxereket hordozott. A TL-DNS markerektol
fliggetlenlil nem mindig fejezddctt ki mindkét TR-DNS marker.
Az agropin egyes sejtvonalakbdl hidnyzott, amikor a mannopin
jelen volt a transzformdlt szovetben. Ez nincs ellentmon-
ddsban azzal, hogy az agropin valdszinilileg mannopinbdl szin-
tetizdlddik /Ellis et al., 1984/. Az egyetlen ismert ilyen
sejtvonalat egy olyan mutdns Ti-plazmiddal kaptdk, amelynek
a teljes TL-régidja hisdnyzott /Leemans et al., 1983/.

2

N. tabacumban az egyes T-DNS markerek expresszidjdnak hidnya

egyes esetekben az adott T-DNS szakasz hidnyinak /Ooms et al.,
1982/, mis esetekben z jelenlevd gén metildcid révén beki-

,

vetkezett inaktivdcidjdnak /Van Slogteren et al., 1984/ volt
a kovetkezménye., Agropint nem, csak mannopint tartalmazd tu-
morvonalarat sikeriilt ndvényen xivAaltott tumorokbdl is eléd-
dllitani. Zz azt mutatja, hogy az agropin hidnyos sejtvona-

lak megjelenése nem kxizdrdlag az egysejtes transzformicids

rendszer jellegzetessége. A ncvényen kivaltott tumorok adott

¢}

esetben nem tumoros, sét nem transzformdlt sejteket is tar-
talmazhatrnax, de mindig t6bb transzformdlt sejt burjinzdsiabdl
jonnek létre /Ooms et al., 1982/; ezért kezdetben minden tu-
mormarker zifejezddik benniik. Az egysejtes transzformdcids
rendszerexben az egyes transzformicids események xilonbizé-
sége nem mosoédik Gssze.

Lényezgében ugyanezeket a kivetkeztetéseket vonhattuk
le a leucinopin-tipusu baktériumoickal transzformdlt sejt-
vonalak esetében is, zhol a tumormarkerek «ozil csak a hor-

monautotréfidt, az agropint és a mannopint vizsgdltuk. Ebb6l
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az is kcvetkezik, hogy az agropin bioszintézise a leucino-
pin-tipusu és az oktopin-tipusu transzformdnsokban azonos
vagy nagyon hasonld mdédon torténik.

A Nicotiana plumbaginifolia sejtek és szivetek jellem-

z0 viselkedése hormonmentes kioriilmények kozott az embrid-
icépzés és a hajtdsregenerdcidé volt. Habitudlt sejtvonal,
vagyis hormonautotrdf kallusz csak igen kis gyakorisdggal
jelent meg. A hajtdsregenerdld készség olyan erds volt, hogy
a nem transzformdlt sejtkoldnidk egy része tulélt a szelekcid
soran. 1gy lehetséges, hogy sikeriilt szelekcids rendszeriink-
ben, amely a transzformdlt sejtek hormonautotréfidjdn alapul,
egy nem hormonautotrdf transzformalt sejtvonalat taldlni.

Ez az agropint és mannopint tartalmazd /TR-DNS markerek/
sejtvonal gytkeres és virigzd novényeket regenerilt, ame-
lyek fogékonyak voltak agrobaktérium fertézésre. A gyckér-
fejldédést gatld, a TL-DI.S-en 1évs 4-es gént teszik feleldssé
a fellilfertlzhetlség gdtldsdért /Wullems et al., 1981b/.

A regenerilt novények normdlis megjelenése és fogékonysiga
arra utalt, hogy nincs benniik TL-DNS. DNS-DI'S molekuldris
hibridizédcidéjdval sikeriilt bebizonyitani, hogy a TL-DNS vald-
ban nincs jelen. A transzformdlt sejtekben csak TR-DNS szek-
vencidixat taldltunk. A hibridizdcids kép egyszeriisége arra
utalt, hogy a TR-DNS csak egyetlen kdépidban van jelen. Mar
kordbban is foltételezték, hogy a TR-DNS a TL-DNS-t6l filig-
getleniil képes integrdlddni a nivényi DNS-be. Ezt azzal a
Ti-plazmiddal tdmasztottdk ald, amely nem volt képes tumort

indukalni, mivel a teljes TL-régiéja hidnyzott, de az dltala



fertdzctt szévetekben agropint €s mannopint taldltak /Leemans
et al., 1982/, Kisérleti bizonyitékot szolgdltattunk arra,
hogy a pTiAch5 oktopin-tipusu Ti-plazmid TR-régidja akkor
is képes volt fliggetlenil integr2lddni a ntvényi DNS-be, ha
a TL-régidé is jelen volt és ép volt. A transzformicié gya-
korisdga tehidt nagyobb, mint a hormonautotrdf sejtvonalak
gyalcorisédga.

Az agropin és a mannopin szintetizdld képesség a tibbi,
eddig vizsgdlt T-DNS markerekhez hasonldéan 0roklédott
/Otten et al., 1981; wullems et al., 198lb; Wistemeyer et al.,
1984/. Tétraploid nivényeinkben a 3:1 hasadds az Cnbeporzas
utdn és az 1l:1 hasadds a vad-tipusu novénnyel vald kereszte-
zésben azt nutatta, hogy a TR-DI'S csak egyetlen kromoszdmén

van jelen.
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Létrehoztunk egy licotiana plumbaginifolia - Agro-

bacterium tumefaciens egysejtes transzformdcids rendszert,

amelyben a szelekcid alapja a transzformdlt sejtek hormon-
autotrdéfiija volt. A transzformdcidé gyakorisdgdt a hormon-
autotrdf koldénidk szdmdval becsiiltilk. Novekvd auxin/cito-

kinin ariny a tdpoldatban ncvekvd transzformdcids gyakori-
saghoz vezetett., Frissen izoldlt haploid és diploid proto-
plasztokat egyardnt lehetett transzformdlni. A virulens ok-
topin- és leucinopin-tipusu tumorindukcidé-plazmidot hordozd

baktériumoxkal tirténd kezelés utian a ). plumbaginifolia

protoplasztok citokininmentes, csak auxint tartalmazd téap-
oldatban is osztddtak,.llem minden transzformdlt sejtvonal
mutatta az Osszes tumormarkert; nem minden transzformdicids
esemény vezetett hormonautotréfidhoz. Bebizonyitottuk, hogy
az oxtopin-tipusu Ti-plazmidok T-régidjinakx jobboldali
szegmentje, a TR=-régid a baloldalitdl fiiggetleniil is képes
volt integrdlddni a ndvényi genomba és liendeli mdédon Crok-

16dctt. Az agropin bioszintézise az oktopin-tipusu /TR-DNS

09

ének irinyitdsa alatt/ és a leucinopin-tipusu baktériumok-
ban azonos, vagy nagyon hasonlé uton szintetizdlddik, mivel
mindkét tipusu transzforménsok kczitt eldéfordult, hogy

a mannopin melldél hianyzott az agropin. Ezek az eredmények

aldtdmasztjdk a pTiAch5 Ti-plagmid TR-régidjanak alkalmas-

sdgat egy ujabb ndvényi génbeviteli vektor kifejlesztésére,

mert virhatd, hogy a megfelelden mddositott TR-DlS-be beépi-



’

tett gének stabilan integrdlddnak a nivényi DIS-be anédlkiil,

hogy a novényregeneracidt zavarnik,.
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RM téaptala] dohdny tenyésztéshez /Murashige és

Skoog, 1962/

Térzsoldatox:
=T
IiH4I\03
KNOB

Ca012‘2H20
1igS0 , * TH,0
KH2Y04

FeSO4'7320

LazEDTA‘ZHZO

A=ITIT

H3303

ZnSO4-7H20

Iid
CuQO4‘9H20

A tdptala] Usszedllitdsa: 1 dm

6,60
7,60
1,76
1,48
0,68

5,57
7445

0,62
2,23
0,86
83
25
2y3
2+5

3-hez

A-II, 10 em’ RM-III, 30 g szaharéz

Bemérés 1 dmj-re

;|| 08 g 08 03 03 Om

| 03

0

kell 250 cm3 RM=-I, 5 cm3

és 7 g Bacto Agar /Difco

Lab/. A pi-t 5,8-ra dllitjuk, majd kuktdban 20 percig steri-

1izdljuk.
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Komponens Bemérés 5 dm > 2= res xoncentracidju
oldathoz
5;05 24,0 g
Cablz ZIZO 8,8 g
EH4LOB Ly o g
1g30 4+ TH,O 2,5 g
Ea?2104-2azb 1,5 g
/1 }{4/2504 P g
An504°4H2¥ 100,0 mg
4~B03 30,0 mg
ZnSO4‘7HZC 23,0 mg
l.ikotinsav 10,0 mg
Piridoxine<hvl 10,0 mg
TiamineHC1 100,0 mg
m-Inozit 1,0 g
D-Xyldz 295 g
RM-II oldat 50,0 cm’
IaZHoO4°2HZO 2,40 mg
¥J 7,50 mg
CoClZ'éﬂzC 0,25 mg
Cu304'5H20 0,25 mg

A tdaptalaj Osszedllitdsa: a kétszeres tuménységi torzs-—
oldathoz 0,4 M végkoncentricidnaix megfeleld mennyiségii sza-
harézt adurn<, a hormoroxat vizes torzsoldatbdél adagol juk,
majd desztilldlt vizzel feltoltiik a végtérfogatra., A pH-t
5,8-ra allitjuk, majd 50-200 cm es részletekben zustiban
20 percig sterilizaljuz.
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